
作者简介:张文佳(1985-),主治医师,硕士,主要从事临床分子生物学及流式细胞学研究。 △ 通信作者,E-mail:liaopu@sina.com。

·新冠肺炎专题·  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2020.14.001

1例新型冠状病毒肺炎多次核酸检测的异同结果原因分析

张文佳,廖 璞△

(重庆市人民医院检验科 400014)

  [关键词] 
[中图法分类号] [文献标识码] C [文章编号] 1671-8348(2020)14-0-0

  新型冠状病毒肺炎是由一种具有包膜的正链单

股RNA新型冠状病毒感染所致[1]。国际病毒分类委

员会将该病毒被命名为严重急性呼吸综合征冠状病

毒2(severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2,SARS-CoV-2)[2]。目前为止,新型冠状病毒肺炎的

诊断除依据流行病学史、临床表现、影像学表现外,其
确诊主要依靠实验室核酸检测[3]。也有学者指出,核
酸检测对于阳性患者大概只有30%~50%的阳性率,
那么核酸检测究竟是不是"金标准"? 作者就本院1
例新型冠状病毒肺炎5次核酸检测结果的阴阳逆转

历程报道如下。
1 病例资料

  患者,男性,52岁,自由职业,因"3
 

d前一过性发

热"于2020年1月26日晚至本院门诊就诊,偶有咳

嗽,自测最高体温38.5
 

℃。患者就诊前20
 

d曾有武

汉旅游史。既往体健。查体:体温38.2
 

℃,脉搏84
次/min,呼吸18次/min,血压120/75

 

mm
 

Hg。双肺

呼吸音稍低,未闻及干湿罗音,余无异常。血常规:白
细胞(WBC)计数:5.69×109/L,中性粒细胞(N)百分

比:54.3%,淋巴细胞(L)百分比:34.8%,血小板

(PLT)计数:118×109/L(↓),红细胞比积0.524
(↓)。胸部CT显示:右下肺磨玻璃样改变(图1A)。
诊断:发热待查,疑似新型冠状病毒肺炎。予以就地

隔离,给予对症支持治疗,并于2020年1月27日取

鼻咽拭子送本院检验科行SARS-CoV-2核酸检测,结
果显示阳性(图2A)。于1月28日、1月29日再次取

鼻咽拭子送某疾病预防控制中心(CDC)行核酸检测

结果皆为阴性,遂建议患者2
 

d后取样。于1月31日

复查血常规示:WBC计数:6.23×109/L,N百分比:
62.3%,单核细胞(MON)百分比:10.4%(↑);心肌

损伤标志物显示:肌钙蛋白I(TnIDx)<0.030
 

ng/
mL,肌红蛋白(MYO)16.0

 

ng/mL(↓),肌酸激酶同

工酶(CK-MB)0.48
 

ng/mL(↓);肺炎衣原体IgG检

测:41.10
 

AU/mL(↑);肾功能显示β-微球蛋白(β-
MG)4.46

 

mg/L;血糖、肝功能、降钙素原、凝血试验

正常,再次取1份鼻咽拭子行核酸检测显示阳性(图
2B),复查胸部 CT 显示右下肺磨玻璃样改变(图

2A)。于次日取样两份鼻咽拭子送某CDC行核酸检

测显示阳性,最终确诊为新型冠状病毒肺炎,转至市

公共卫生医疗救治中心继续治疗,本实验室采用中山

达安2019新型冠状病毒(2019-nCoV)(ORF1ab/N)
核酸检测试剂盒,其分析灵敏度为1.0×103

 

copies/
mL。

  A:1月26日胸部CT提示右下肺少许磨玻璃样改变;B:1月31日

胸部CT提示右下肺磨玻璃样改变增多。

图1  胸部CT平扫
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  A:1月27日核酸检测扩增曲线图,ORF1ab基因荧光通道CT值

为42.7,N基因荧光通道CT值大于40;B:1月31日核酸检测扩增曲

线图,SARS-CoV-2
 

ORF1ab基因荧光通道CT值为33.6,N基因荧光

通道CT值大于40。

图2  SARS-CoV-2核酸检测扩增曲线图

2 讨  论

  SARS-CoV-2核酸检测假阴性问题,尤其是潜伏

期无症状感染者未能有效识别,给疾病防控工作带来

极大的挑战。精准核酸检测对于新型冠状病毒肺炎

的诊断至关重要,新型冠状病毒肺炎诊疗方案(试行

第五版)明确指出新型冠状病毒肺炎确诊必须具备以

下病 原 学 证 据 之 一:(1)实 时 荧 光 RT-PCR 检 测

SARS-CoV-2阳 性;(2)病 毒 基 因 测 序,与 已 知 的

SARS-CoV-2高度同源[3]。无论是 RT-PCR或是基

因测序,或者是近期一些专家推荐的更灵敏的数字

PCR、高通量核酸质谱法均属于核酸检测的范畴。考

虑目前大多数实验设备条件、人员技术、质量控制等

各个环节,RT-PCR核酸检测仍是目前条件下临床确

诊的重要手段[4]。王成彬[5]提出,虽然核酸检测在病

毒感染诊断中具有重要价值,但也要客观考虑其方法

学特点、疾病发展过程、标本采集、标本保存与运输、
核酸提取、扩增体系、人员操作等因素。该病例核酸

检测历时5
 

d,先后取样5次,辗转两个实验室,结果

从阳"转"阴再"转"阳,作者分析至少可能有以下3个

方面原因。
2.1 标本采集 第五版诊疗方案明确指出在鼻咽拭

子、痰、下呼吸道分泌物、血液、粪便等标本中可检测

出SARS-CoV-2核酸[3]。《新英格兰医学杂志》报道,
美国首例确诊新型冠状病毒肺炎患者存在消化道症

状,粪便标本SARS-CoV-2核酸检测阳性[6]。杨智炜

等[7]报道3例新型冠状病毒肺炎患者经治疗后咽拭

子病毒核酸转阴,但粪便核酸仍呈阳性。这些都提示

取样部位可多样化,推荐采样部位为肺泡灌洗液等下

呼吸道标本,必要时多次多部位送检以提高检出率。
该患者先后由4名医务人员取样,且都为鼻咽拭子标

本。鼻咽拭子取样有先天局限性,其随机性较高。此

外,操作者采样操作的规范性有待考究,刮取标本的

位置或力度和时间不够等都有可能造成检测结果阴

性。就这一问题,中华医学会检验医学分会2020年2
月4日在公众号上发布标准的咽拭子采样教程,为临

床一线标准化采样提供规范。
2.2 标本采样时机 鼻咽拭子核酸检出率与病毒感

染进程息息相关。以甲型流感病毒感染为例,一般在

发病24~72
 

h内病毒在鼻咽部的浓度达到高峰,之后

迅速下降;快速抗原检测往往1周左右呈阴性[8]。至

今为止,有关SARS-CoV-2的研究成果主要是针对流

行病学、生物学特性及潜在治疗药物筛查[6]等,而对

于机体感染病毒后,体内病毒的含量、分布与病程的

发生、发展关系尚未知晓。从患者27日和31日核酸

扩增曲线看,ORF1ab基因荧光通道CT值由42.7减

低为33.6,与其同时期影像学改变相符,疾病呈进展

状态[9],由此作者认为导致此次结果逆转的原因之二

可能是采样时机不合适,不同病程、不同病情患者机

体中不同采样部位病毒载量可能不同。是否疾病早

期分泌病毒量少,是否存在间歇排毒可能性未可知。
另疾病病程进展中标本内病毒载量是否仍然在方法

学的检测范围内还有待确定。
2.3 标本运输与保存 SARS-CoV-2为RNA病毒,
非常容易因试剂耗材等外源性或细胞破坏后所释放

的内源性RNA酶降解,从而影响最终检测结果[10]。
虽然使用防止核酸降解的标本采集管及保存液,但此

类产品的厂家较少,实际应用效果尚未评价,标本在

转运至CDC途中放置时间过长也可能是造成最后结

果假阴性的原因之一。建议标本采集后及时送检(4
 

h),如因某些原因标本采集后不能及时送检或及时检

测,应将其置于4
 

℃保存(24
 

h)。24
 

h内不能检测的

标本,建议于-70
 

℃以下保存并避免反复冻融[11]。
除此之外,造成某实验室假阴性原因可能还有诸

多因素,如RNA提取的方法及质量未有效监控[12];
不同SARS-CoV-2核酸检测试剂包含有不同靶标基

因位点,其检测敏感性、特异性不同,试剂中酶、金属

离子等成分质量差异[13];扩增试剂种类繁多,且品质

参差不齐;病毒基因位点核酸序列变异;缺乏样品间、
样品内的重复;实验室专业技术人员不规范操作等,
从采样、运输与储存、RNA提取、扩增、报告各环节都

可能影响到最终的核酸检测结果。
综上所述,由于

 

SARS-CoV-2的特殊性,采样部

位、采样量、采样时机选择、运输和贮存环节、试剂盒、
实验室检测条件和人员操作经验等诸多环节因素的
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影响都可能造成核酸检测的假阴性。毋庸置疑的是,
核酸检测最终一定是新型冠状病毒肺炎无创诊断的

金标准。理论上说,相对于抗体筛查及影像学表现,
核酸检测是更早能确诊SARS-CoV-2感染的方法。
在保证检测试剂性能质量、检验全过程操作规范准确

的前提下,核酸检测阳性可以确诊,阴性者应重复进

行核酸检测,并结合患者流行病学史、临床症状及影

像学综合评估下达临床管理决策。在当前严峻疫情、
检测实验室有限、试剂盒供不应求且性能不确定情况

下,降低假阴性率,快速准确出具核酸检测结果,对大

量疑似病例进行确诊,是实验室工作亟需解决问题,
也是保障目前疫情防控的当务之急。
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